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ウモロコシの $1、$2である。 $1、$2はその両端に 208塩基より成る逆位反復配列が
イFイ£し32)33)、DNAの5・本端には複製の際プライマーとして働くと考えられるタン
パクが共有結合している判。このような特徴はアデノウイルスやφ29ファージでも見
られ、 $1、$2がウイルスを起源、とする可能性を示唆している。また $1、$2には 4種
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1 - 1 -1 材料と方法
位主主 イネ (αyza泊tiva)細胞質雄性不稔株A・58CMS及びU本稲A・58の種子よ
りカ Jレスを導入し、 2X lO・~M の 2.4・D を含む Linsmaicr-Sk∞g (LS)培地時で液体培
養を行なった川。














ァー …・1こ溶解し、ProteinaseK(ベーリンガー)を 0.012% (w/v)になるよう加え、
65'C、 10分間の後、 37'C、 1時間の処理を行った。フエノーJレ:クロロホルム:イソ
アミ Jレアルコール (25: 24 : 1)処理を 2回行い、エタノーJレ沈殿で DNAを回収した。
沈殿をT芭バッファー……に溶解し、 RNaseA(シグマ)を l∞μg/mlになるよう加え、
-9-
37"C、 1時間処理を行った。フェノール:クロロホルム:イソアミ Jレアルコール (25: 
24: 1)処理を 2回行ない、エタノ-)レ沈殿でDNAを回収した。
・抽出パッファー 0.4 M ショ精




..DNぉCノてッファー 0.4 M ショ糖
50 mM Tris-HCl (pH7.5) 
10 mM MgClz 
料・洗浄パッファー 0.4 M ショ結




....・.1Ii釈バッファー 0.4 M ショ桔
50 mM Tris-HCl (pH8.0) 
3 mM EDTA 
件 ....Lysisバッファー 50mM Tris-HCl (pH8.0) 
20mM EDτA 
2 % Sarkosyl 
・・e・e・TE1"ツファー 10 mM Tris-HCl (pH8.0) 
1 mM EDTA 
主盆塗監 プラスミド様DNAを分離する目的で、制限酵素処理を行わないミトコ
ンドリア DNA10μgを試料とし、 0.8%アガロースゲjレ(25X 30 X 0.5cm)で電気泳
動を行った。また制限酵点処理を行ったミトコンドリア DNAの場合は、 lμgを試料








20 mM Tris-HCl (pH8.0)、1mM EDTAを加え、 65"Cで 10分間加温してグルを融解
させた。フェノーJレ処理を 2問、フェノール:クロロホJレム:イソアミ JレアJレコー Jレ







切断し、フエノーJレ:クロロホJレム:イソアミ Jレアルコール (25: 24 : 1)処理を 2IT 
行った後、エタノ-)レ沈殿を行った。一方、プラスミドベクター pBR328をEヒoRIで
切断し、アJレカリフォスファターゼ(宝酒造)で脱リン酸化後、フエノーJレ:クロロ







同様な手法を用いて、 BgJIIで各々 l箇所切断されたB2、B3混合物を pUC18また
































図 1 A・58CMSとA・58ミトコンドリア DNAのアガロース電気泳動による比較
A・58ミトコンドリア DNA (レー ン 1ム5)、 A・58CMSミトコンドリア DNA (レ
ーン 2人6)をEcoRI (レー ン 1，2)、 XhoI (レーン 3.4)で切断後、あるいは制
限酵紫処理を行わないで(レーン 5，6)泳動した。レーン 1-4はlμg、レーン5、































プロープのft~ pRmB1をEcoRI、pRmB2-pRmB4をそれぞれ Eω則 +1//0dIIIで
切断し、屯気i永lfiIJで分離後、インサートを回収した。インサートのラベルはフンダム
プライミング法叫により [α _32p]dCfP (アマシャム) を用いて行った。反応にはラ
ンダムプライミングラベリングキット(ベーリンガー)を使用した。























50 mM Tris・HCl(pH7.5) 
l∞μg/ml 変性サケ精巣DNA
60 mM Tris-HCl (pH8.0) 
2 mM EDTA 
300 mM NaCl 
洗ゆ液lにSDSを1%になるよう加えたもの
6 mM Tris・HCl(pH8.0) 
0.2 mM EDTA 
30mM r、-laCl





















2 3 4 5 6 7 8 
図3 61をプロープと したミトコンドリア DNAに対するサザンハイブリダイゼー
ション A・58CMS (レー ン 1-6)及びA・58(レー ン 7，8)のミトコンドリア DNA
をそのまま(レーン 1，7)あるいはEcoRI (レー ン 2，8)、 HindlI (レー ン 3)、


















cccDNA* l' 竺ー・ ~O.97kbp 
B C 
図4 82.， B4をプローブとしたミトコンドリア DNAに対するサザンハイブリダ
イゼーション A) B2をプロープとした A・58CMSミトコンドリア DNAに対するサ
ザンハイプリダイゼーション 制限酵素未処理(レーン 1)及びEcoRI(レー ン2)、
BgJII (レー ン 3)、EcoRV(レー ン4)で切断したミトコンドリア DNAを泳動し
た。 B) B3をプロープとした A・58CMSミトコンドリア DNAに立すするサザンハ
イプリダイゼーション 各レーンは A)と同じ処理を行っている。 C)B4をプロ
ープとした A・58CMSミトコンドリア DNAに女守するサザンハイプリダイゼーション
制限酵素未処理(レーン 1)及びEcoRI(レーン2)、Stu1 (レー ン 3)、XhoI
























































1 -3 -1 方法
BI-B4配列の M13へのサプクローニング pRmBlをEcoRIで切断し、電気泳動で
分離後、 Blの配列をアガロースグルから回収した。このインサートを Alu1、F卸 II、
紅白cII、HpaIl、RsaI、Sau3AI、T明 I、XhoIで切断し、適当な制限静一実により切断し
たM13mp18又はmp19にサプクローニングを行った。 pRmB4はEcoRI +Hin dIIlで切
断し、 B4の配列を回収した。インサートを A1u 1、HaeIII、Hincll、RsaI、Sau3AI、
TaqI、XhoIで切断し、適当な制限酵素で切断したM13mp18又は mp19にサプクロー
ニングを行った。 pRmB2及びpRmB3は、EcoRI+Hin dIIIで切断し、 M13mpl8に




たM13mp18をB2の場合は PSlI+Xba 1 、B3の場合は PslI+Sal 1によりそれぞれ切
断し、 Exonuclcasemにより 1-10分間デイレーションをかけた。 MungBcan Nucleasc 
及びKlcnowFragmenlにより平滑化を行い、セルフライゲーションにより環状化させ






ンスキット(宝酒造)及び [a_32p]dCTP (アマシャム)を用いた。泳動は 42%
尿JI<を合む 6%アクリ JレアミドゲJレ(40X20XO.04cm)で、 TBEパッフアーを用い
て行った。
1-3-2 Blの一次構造
Blは2.135bp より成り、その GC 合此は 44.2% で、高句ql~物のミトコンドリアゲ
ノムの平均 (46~48%) 制よりやや低いことが明らかになった(図 5) 。また反復配
列などの特徴的な構造は存住しなかった。
B1の配列を GenBankのシークエンスライブラリーとホモロジー検索を行ったとこ
ろ、 トウモロコシのミトコンドリアに存在する 1.9Icbpの環状プラスミド様DNAS2) 
と相向性を持つことが明らかになった。相向性を持つ領域は4箇所 (a、b、c、e)で、
a、b、cの3領域では相[Ii)配列に非相同配列が介在していた。領域aでは、 2つの相























e Ciiftê'TぽA'ffièèIffëTIêtl狩ffif狩ccX~CTGTTTTAGAACACATAAATTGTGCTACCCTTAA 910 
GAGTTTATCACTAAAATCAAGAACTTTATTTATGACCTGTAAGTTGCCTCATAAAAAGTAGATGTTAGTA 9&0 




b， ACCCTCCTTCCCTCGAGCTGAGCTATTTCTTGTGTATTCAXTCG1' ATGCACC"ACGGCTGTCCTCTCCiCr，~ 1 330 
b2 GcfeuTCTCCCGGACAGG1AiGAAAG-tfGTA"KTTCTTTGGGTTTTTGTAGTCAATGGAATGAGCGGAGG 1.00 





Cl TCCGTGCCACTCCTTTCTGTTCCACTCATCCAACATTGTTGGATGCCAAAGACTTTGACGAAGACTiTCG 1820 
TACCTGTATTTCTGTCCGGTATGACGTCGCTTTCGTGTCGGCATAGCGTGCCCCAGTTGCCACAGTTGCT 1~90 




図5 81の一次情道 下線を51いた配列(al.~.bl.bl.b3 .Cl.Cl・c，.e) はトウモロコシ








1.9 kbp DNA e 
図6 81とトウモロコシ 1.9kbp DNAの問の相同配列 あみかけされたボックスは
-tllIj配タIJのイ古川をぷす。ボックスのラベJレは図5のものに対応する。
















B2の配列 K.及び jには短い反復配列が存在し、 トウモロコシの 1.4kbp DNAでは相
同組換えによって介在する配列が脱落したものと考えられる(図9)。またトウモロ









I TCAAGTCTCTAACCTGTTCTTGCCCGGGAATGTCCCTGCCTTCGAACTCGAAGTCAGAGTTTTCCGTTAT 00 
CCGATGGGGCGATTTTATGGATAGGTTCCGAiGGCACTTCTCAAGCTAGCCTATCGACAAGA TCAGGGAA 560 
CAACTACTGTTGCCTCAACGGGTTCGCTGGTCACTTTAACAGTTTTTTAAGCAGGCATTTTCGTGGTTCT 630 
CGTCATATAAACCAGTCAGTACTGCGTGATTTCATGCATTAATCTATTGCTGAAGGAACCTTTCGTCAGT 700 













図7 82の一次構造 下線をヲ|いた配列はトウモロコシ1.4kbp DNAとの相向配列






1.4 kbp DNA k2 
図8 82とトウモロコシ 1.4kbp DNAの問の相同配列 あみかけされたボックスは
相同配列の位置を示す。ボックスのラベJレは図7のものに対応する。
82 GGAACTGGGGAAG官僚TicfGAAAKGd
1. H OP GGTACGGGGGAAAAXjC'ClrtrAECCG~~GTTTCACCGG-ATACCCTTT 
82 1fee守党UA1GGGGTGTG-CGT-GGIATACCCGTT
K， 

















C3 TCTAAAAAGTATTAATGATCCATAGGTTAGA~TTAAAAAGGCAGGCAACAAGAAGGCGGTCACCGGTTGT 280 
TGGAATAGAGGGTGGTGCTCTCTCACGAAGACCAAGTGGAATCAGGACATCTTGTGAGTACCTTGATCCA 350 






b， TGCACTTCACTCTTATCTCCCTTCCACTTTCGTACTAAACTTTTCCCCCTCCGGGAGATAAGAGTGAAGG 8.0 





e AACTAATAATAATGC~TGGAACTAATATCGTAGAATGGTGATCGAGAGCACCTGCTGAGAATCTAGACTA 1260 
TTCACTTTTCTGAAAACCTCTAGTCGAACCCTACTCCATAAAAATAATGAAGGGAATCGATTAATGTTTT 1330 
CGGGACAGAGACCACCCCATCAGACAGTATGTCCGGACGTATCACCACTTAACAGTTC品並旦弘ACTA1(0 
ATCGGGHCTCTAATTGACTAGATTTTATCAAGAGT c.GTTCCCGGill且旦~GTTATAGCTAATCCGA 1(70 
CCCAGGAGACAATGGAAAGCTGGATTCTAGCATCCTAAACTAGA 151( 





























DNAとではなく、 B2と密接な関連を持つと考えられるトウモロコシ 1.4kbp DNA ~こ
類似していることが明らかになった(図12)。
1-3-5 B4の一次構造




様 DNAでは B4のみに存在した。またこれ以外の領域でも、 B4内にはωmand1∞p 
構造をとることができるような配列が多数存在し、特徴的である。













































1.4 kbp DNA 
C1 
トウモロコシ
1.9 kbp DNA 
e 
C2 
図 14 84及びトウモロコシ 1.9kbp DNA、1.4kbp DNA聞の相同配列 黒のボッ
クスは 3つのプラスミド様DNA間で保存されている配列d(図13)を示す。






































同配列 bを含む幼。しかしながらイネの Blでは、対応する領域に ORFを見いだすこ
とはできない。もしこれらの ORFが笑際意味を持つものであるとすると、生物種を
越えて保存されているはずである。 B2，B3， B4においても、同様に長い ORFを見い
だすことができず、少なくともイネとトウモロコシのプラスミド様 DNAでは、タン
パクをコードする遺伝子の存在は考えにくい。またその他の双子葉植物のプラスミド









































2 -1 -1 実験万法




ミJレアルコーJレ(25: 24 : 1)処理を 2同行い、エタノール沈殿で核般を回収した。
符られた松般を少量のTEパッファーに溶解し、 1mlの核酸溶液に対して19の割合
でCsCIを加えた。この溶液を 1.7MのCsC1溶液に上崩し、 Beckm加 5W55ローター






37"C、 2u寺IUの処理を行い、フエノール:クロロホルム:イソアミ Jレアルコール (25: 
24 : 1)処理を 2回行った後、 glyoxa1処理を行い、同時に泳動した。またマーカーと
して、 E.coli r1来の 165及び235のrRNAを用いた。
~11気泳動は O.OIM のリン駿パッファー匂H7.0)を用い、 50V で 5 時間行った。泳動後、
マーカー及びmtRNAサンプJレを含むレーンの一部を切り出し、5OmMNaOHで2的子
























イプリダイゼーションを行った(図 16A、レーン 3人5及びB)0 13∞ヌクレオチド
のRNAはpl1及びp12に、 1050ヌクレオチドの RNAはpl1のみがハイプリダイズ

























図16 81!転写産物の解析 A) A・58CMSミトコンドリア RNAに対するノーザン
ハイプリダイゼーション Blの全配列(レーン l、2)、pll(レー ン 3)、p12















ノーザンハイブリダイゼーションの結果から、 Blには 13∞、 1050、650ヌクレオチ
ドの3純類の転写純物が存在することが明らかになった。このうち長い2つの RNA
は、どちらも 250填庄の EcoRI -Xho 1断片内に転写開始点が存在するため、 r，jJー の
プロモーターから転写され、異なる転写終結点を持つ RNAであることがぷ峻された。
また残る 650塩法の RNAは、分割プロープを用いた実験の結果から、 p13の1(前か
ら転写が始まり、 pllに入ってすぐのところで転写が終結していることが明らかにな
った。以上の結果から判断すると、 BlにはプロモーターがG:低2m所イバ1・することが

























前節では Blに転写産物が存在し、 Blと密接に関連したプラスミド様 DNAである
トウモロコシの1.9kbp DNAにも、同一方向の転写産物が存在することを述べた。 B3









































図17 83転写産物の解析 A) A・58CMSミトコンドリア RNAに対するノーザン
ハイプリダイゼーション B3の全配列(レーン l、2)、p31(レー ン 3)、p32





































第 1節 8 1相同配列
イネ細胞質ldt性不稔株 A・58CMSのミトコンドリアに存在する環状のプラスミド掠
DNA 81 -84は、 ミトコンドリア主ゲノムとの相向性を欠き、また A・58やフジミノ
リ等の日ふ稲では、ミトコンドリアゲノムにプラスミド様DNAの配列を全く欠くこ













ファー ・ ぼ泌中で海砂と共に、乳鉢と乳絡を用いてすりつぶした。 4~国のガーゼ、さ
らに2霊のミラクロスで雄過後、 10.α)()Xg、4t、10分間の池心を行った。沈殿し
た粗核分画を過飽和ショ樹液"に懸濁し、 B∞如1加 SW28ローターで 25.000巾m、4t、
21時間のilk心を行った。表面iにフィルム上に浮上した拡をIfl]収し、 2Mショ精液..~こ
懸濁し、さらに10.∞OXg、4'C、 20分間の遠心を行い沈殿として核を回収した。作
られた桜を 9mlの50mMTris-HCI(pH7.5)・10mMEDTAに懸濁し、 1 mlの20%SDS 
を加えて拡を溶解させた。さらに l∞μg/mlになるように PrOlcinaseK (ベーリンガ
ー)を加え、 37tで2時間処砲を行った。最後にフェノール:クロロホJレム:イソア
ミルアルコーJレ(25: 24 : 1)処理を 2同行った後、 2併科のエタノールを加え、出現
した繊維状のDNAをすく いあげた。
・抽出バッファー 10 mM MESパッファー(pH6.0)
10 mM CaCI2 






































図 19 81をプロープとした妓DNAサザンハイブリダイゼーション A 
ミトコンドリア DNA(レー ン 1)、核DNA(レー ン 2)及びA・58のミ




リア DNAをEcoRIで分解し、 0.8%のアガロースゲJレで分離後、第 1章の方法に従い、
81の配列をプロープにサザンハイプリダイゼーションを行った。
3 -1ー 2 結果
イネのプラスミド様 DNAは、ミトコンドリア主ゲノムとの相向性を欠くことが明
らかになったが、他のオJレガネラゲノムと何らかの関係を持つ可能性があるのか凋ぺ













とが明らかになった (図 19、レーン 3，4)。












図 19 81をプロープとした核 DNAサザンハイブリダイゼーション A・58CM$の
ミトコンドリア DNA(レー ン 1)、核DNA(レー ン 2)及びA・58のミトコンドリ



































図 20 81をプローブとした日本稲核 DNAに対するサザンハイブリダイゼーショ



















































のメンプレンを 0.4N NaOH、1.5M NaCIを浸した油紙上に5分間irき、あい、て 0.5M 
-51ー








った。宿主は E.coli H8101を用い、 一部 E.coli ERl647を用いた。また形質転換は
ER凶47を用いた場介はエレクトロポーレーション刊により行った。
コロニーハイプリダイゼーション 50万のサプライブラリーをニトロアセテートの
メンプレン l二にまき、レプリカを 2枚とった。このメンプレンを 150μg/mlのクロラ
ムフェニコールを合むしB培地に移し、さらに12時間培養を行った。このメンプレン
を10%SOSを以した油紙上に5分間置き、続いて0.5NNaOH、1.5M NaCl上に10分
間、さらに0.5M Tris-HCI (pH8.0)、1.5M NaCl 1:に 10分間、最後に 2XSSC上に 5














存在することが考えられた。しかしー次構造の解析の給*から、 3.3kbp (A)及び>23 
kbp (A ')の2つのシグナJレは、出lSf[7(換によって 84相fi;J配列内にB抑 HIサイトが!!:.
じたため、 lつの 84相同配列が2つの断片に切断された結果生じたものであることが
明らかになった。このことからフジミノリの核ゲノム内には、 A (3.3 kbp + >23 kbp)、
































BS3 B GSGG SCXお
111 1 1 1 I 1 11 
Puv白'uI 
S s3 G B 
1 1 1 1 
B cm BG G G 
l IL 11 1 I 
地e~gJ"
4 Skbp ~ 










同様な解析をクローン 406についても行った。 B4相同領域を0.6kbpのPvu1・AluI 
























... .............. . . . -・・・・・ ・・・・・・・・白ー........... ...............， •••••••• .. . ・............. . .. .司・ー匂
AACCTCACTAAACCTATGCTATAGCTTCGAAAACAGGCCTTCTCGGCCTTTTTT-CTCAATAC 
ACGTATCCTCATATACGTAACTCCGATGGCAACATCGCTAACTGTTCCTAATAACGGGACTAACCTCTTT 
..... . ... . . . ............................ .. . 
一 一一一一 一一一・ー ー ー・・. .. 今 ーー ー ー ・・.. ........ ....... ...・・ e ・ ャー・・・..・・. . .. .... ・・・ ・ ー ー -
ACGTATCCCCGTACACGTGACACCGGTGTAAACACCGCTAACTCTTCCTAACAACGGGACTAGCCTCCTT 
ACAACCGTAACCGCCGTGCTTTCCTTTACTCCGATAAGTACTCCCTCCCCAAGGAAGTACTTATCTCACT 
一一一一一一一一一 一 .......... ・・・・・・ ・・・・・・ 0・............ ............ー ャー
ム企 白ー 白ーE ・E ・・・・・・・ ・ ・・・・・・・・・・・・・・・・白...... ・................•• 
ACAACAAGAACCTCCGCAGTTTCCTTTACTCCGATAAGTACTCCCTTCCCAAGGAAGTACTTATCTCACT 
TCCACAAAAATAGCAAACACTAATATTTCTTTGCTCCGAGGAATCCTACCTTCCCCAAAGGTAGAATCCC 
.. ... ........................................ . .ー...................................• ・.・・ ・ ・ ・ ・・・・・・・・・・・・
TCCACGAAAACATTCAACATTAGTTTTCCTTTGCTCCGAGGAATCCTACCTTCCCCAAAGGTAGAATCCC 
TCTCACTTAAAAACACTAGACATTAGGGTACTAAAAAAACGCATGGTTTCCGGGCTCGCCTCTTTGAGGG 
-・・・・・・・ ・・・・・・・・・・ ・ ・・・・・・・・・・...... ......................... . 
・・・..... .......... ....... . ・・・・・...... .... . 
TCTCACTTTAAAACACTAGGGTTTTGGGTACTAAAAAAACGAGTGGTTTCCGGGCTCGCCTCTTCGAGGG 
GCCTTCGCTCGGGGACAACCTCGCTCTGGGTCTTACCCACCCTCGAGTTTAATCTCGGGTGGGCCCTTAG 





. .  . . .... ......... ........... ............. ... . 
-・・ ・ ・ ・・・・・・・ ・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・ ・- ・・・・・・・・・ ・ ・・ ・・
G-ATAACT-GTCATTGGCATACCGCATACCTATACGTCCAGTCAAGGTTCGGGATCGAGGGAAAGACACA 
AGTGTATGACACACTCAAATGTCATATTTCACTGTGTTCAGAAACACATTCATTCACTTCCAAGAAACTT 
会ム ーー・ーー ・ ・...... . . .................. .. . .. .... . 
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TTCCCAAGGAAGTACTTATCTCACTTCCACGAAAACATTCAACATTAGTTTTCCTTTGCTCCGAGGAATC I 210 































る刷 。第 2f，tで述べたように 84にも転写産物が存在し、このモデルにA'Joするもの



































































8gl11 B2を分割した3つのプロープがすべてハイプリダイズした領域 Eが、 B2の全領域
を含む可能性があるかどうか調べる目的で、領域Eの制限酵素地図を作成し、さらに
B2の配列をプロープにサザンハイプリダイゼーションを行い、 B2相同領減を絞りこ



























図30 82相同領域Eの制限酵素地図 A: Acc 1、B:Bgl 1、H: Hin cI、K: Kpn 1、
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